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(57) Abstract 



The invention relates to a peptide having the sequence (I) or (la), wherein Xi, X2, X3, X4, X5, X7, Xg, X9, X10, Xn, X12, X13. Xm, 
X15. Xi6 each represent an a-aminoacid, X6 representing tryptophane. Said peptide comprises between 6 and 10 hydrophobic aminoacids. 
The invention also relates to the use of said peptide for introducing into living cells an active molecule acting on cellular functions. 

(57) Abrlgl 

L' invention est relative a un peptide de sequence (I) ou (la) ou X|, X2. X3, X4, X5, X7, Xg» Xg. X10* Xn, X12, Xi3, Xi*, X15. Xi6 
reprtsentent chacun un acide a-amin6, Xa repr6sentant le tryptophane. Ce peptide comprend entre 6 et 10 acides amines hydrophobes. 
L' invention estegalement relative a r utilisation dudit peptide pour introduire dans des cellules vivantes une molecule active sur les fonctions 
cellulaires. 
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PEPTIDES UTILI SABLES COMME VECTEUkS POUR L ' AD RES SAGE 
INTRACELLULAIRE DE MOLECULES ACTIVES. 

La presente Invention est relative a une 
classe de peptides capables de traverser les membranes 
5 cellulaires et de parvenir aux divers compart iments de la 
cellule . 

Le probleme de 1' entree dans les cellules 
vivantes de differentes substances dotees de proprietes 
pharmacologiques, et de leur acces aux divers compart i- 

10 ments intracellulaires , en particulier le compartiment 
cytoplasmique et le compartiment nucleaire, revet une 
grande importance, tant pour la recherche que pour l'uti- 
lisation therapeutique . 

On connait actuellement un nombre limite de 

15 moyens d'introduire des substances telles que les poly- 
peptides et les oligonucleotides dans les compartiments 
intracellulaires. Parmi les differentes techniques 
actuellement proposees on peut citer : 

1. La transfection de genes, et les techniques 

20 derivees permettant d'ameliorer in vivo ou in vitro les 
taux de transfection, telles que la precipitation au 
phosphate de calcium, 1 * utilisation de lipides cationi- 
ques, 1 1 electroporation, la trituration (scrape loading), 
1 1 utilisation de vecteurs viraux, etc... 

25 2 . La liaison a des recepteurs de la membrane 

cellulaire / ces recepteurs sont par la suite 
endocytoses, et liberent dans le compartiment cytoplasmi- 
que les molecules liees . Dans cette categorie on peut 
citer le recepteur du folate, la toxine dipht6rique, ou 

30 des facteurs de transcription comme la proteine TAT du 
retrovirus HIV. Le mecanisme de transport impliquant ces 
recepteurs est encore mal connu, mais necessite dans tous 
les cas une etape d ! endocytose . 

3. Les peptides de type homeodomaine . Des 

35 travaux anterieurs effectues par 1 1 equipe des Inventeurs 
sur 1 1 homeodomaine du facteur de transcription 
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Antennapedia (AntpHD) ont permis de montrer que les 
peptides homeodomaine traversent les membranes plasmiques 
par un processus energie-independant , et done distinct de 
1 1 endocytose . La 3eme helice du peptide homeodomaine 
5 possede les memes proprietes [ JOLIOT et al . Proc . Natl . 
Acad. Sci., USA, 88, P. 1864-1868 (1991) ; DEROSSI et . 
al., J. Biol. Chem. 269, 14, p. 10444-10450, (1994)]. 

Ces proprietes ont ete utilisees pour interna- 
liser dans des cellules des polypeptides et des oligonu- 

10 cleotides lies a 1 1 homeodomaine ou a 1 ! helice 3, [PEREZ et 
al., J. Cell. Science, 102, p. 712-722, (1992)] par 
fusion genetique ou liaison biochimique . Cette entree est 
quantitative, et le vecteur et son chargement sont 
retrouves dans 100% des cellules ; en outre, I'internali- 

15 sation est independante du type cellulaire concerne. 

Le plus petit fragment de 1 ' homeodomaine capa- 
ble de traverser les membranes et de servir de vecteur a 
d'autres peptides ou bien a des oligonucleotides est un 
peptide de 16 acides amines, correspondant a 1' helice 3. 

20 Ce peptide, qui comprend les acides amines 43 a 58 de 
1 1 homeodomaine, est denomme ci-apres. A titre d'exemple, 
la sequence du peptide 43-58 de 1 ' homeodomaine Antp est 
la suivante : 

Arg-Gln-lle-Lys-lle-Trp-Phe-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys 

25 Cette sequence est representee dans la liste de sequences 
en annexe sous le numero SEQ ID NO : 1 . 

Le mecanisme par lequel ce peptide pouvait 
penetrer dans les cellules vivantes a fait 1'objet de 
diverses etudes, et il etait suppose jusqu'a present que 

30 sa structure en alpha-helice etait indispensable pour 
1 ' internalisation . L'equipe des Inventeurs a montre 
precedemment que certaines substitutions ou deletions 
dans la sequence peptidique, qui modifiaient la structure 
du peptide, interf eraient avec l'activite de celui-ci. 

35 Par exemple, un peptide dans lequel les 2 Trp (48 et 56) 
sont remplaces par deux Phe, ou un peptide comprenant les 
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acides amines 41 a 55 de 1 ' homeodomaine ne sont pas 
internalises (DEROSSI et al . , 1994, publication 7 
precitee) . Une autre equipe [BRUGIDOU et al . , Biophys . 
Biochem. Res. Com., 214:2, pp 685-693, (1995)] a observe 
5 1 ' internalisation de peptides constituant des analogues 
structuraux du peptide 43-58 ; pour cela, ils ont 
construit, a partir d'un peptide 43-58 (differant du 
peptide 43-58 de 1 ' homeodomaine Antp en ce que les 2 
isoleucines aux positions 45 et 47 sont remplacees par 

10 des valines), des variants de type retro - inverse* . Les 
variants retro -inverse qui permettent d'imiter la 
structure tridimensionnelle de peptides naturels, sont 
constitues par des acides amines de la serie D (au lieu 
des acides amines de la serie L des peptides naturels) 

15 enchaines selon une sequence inverse de celle du peptide 
a reproduire. 

Les Inventeurs ont maintenant cherche a 
definir les caracteristiques minimales des sequences 
d' acides amines capables de servir de vecteur 

20 d 1 internalisation et d'adressage de polypeptides et 
d 1 oligonucleotides, et dans ce but ont synthetise 
plusieurs peptides en modifiant specif iquement certains 
residus . 

La presente Invention a pour objet un peptide 
25 repondant a 1 1 une des sequences (I) ou (la) suivantes 
NH 2 

X x -X 2 -X 3 -X 4 -X 5 -X 6 -X 7 -X e ~X 9 -X 10 -X xl ~X 12 -X 13 -X 14 - X 15 - X 16 ( I ) 

X 16 -X 15 -X 14 -X 1 3-X 12 -X 11 -X 10 -X9-X 8 -X7-X 6 -X 5 -X 4 -X3 -X 2 -X x (la) 

COOH 

30 OU X x , X 2 , X 3 , X 4 , X 5 , X 6 , X7 , X 8 , X 9 , X 10 , X 1X , X 12 , X 13 , X 14 , 
x is* X 16 representent chacun un acide a-amine, lequel pep- 
tide est caracterise en ce qu'il comprend entre 6 et 10 
acides amines hydrophobes, et en ce que X € represente le 
tryptophane, a 1' exception des peptides suivants 

35 - le peptide dont la sequence est representee dans la 
liste de sequences en annexe sous le numero SEQ ID NO : 1 ; 
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- les peptides dans lesquels X3 et X5 representent chacun 
un residu valine. 

Les acides amines hydrophobes sont 1' alanine, 
la valine, la leucine, l'isoleucine, la proline, la 
5 phenylalanine, le tryptophane, et la methionine. 

Le reste des acides amines qui entrent dans la 
constitution des peptides conformes a 1 » invention sont 
des acides amines non -hydrophobes qui peuvent etre des 
acides amines polaires (glycine, serine, threonine, 
10 cysteine, tyrosine, asparagine, glutamine) , acides (acide 
aspartique ou glutamique) ou basiques (lysine, arginine 
ou histidine) , ou une association d'acides amines de ces 
trois categories. 

Selon un mode de realisation prefere d'un pep- 
15 tide conforme a 1' invention, il comprend 6 acides amines 
hydrophobes et 10 acides amines non- hydrophobes . 

L'enchainement d'acides amines non -hydrophobes 
polaires ou charges, et d'acides amines hydrophobes 
confere aux peptides conformes a l f invention un caractere 
20 amphiphile, qui d'apres les experimentations effectuees 
par les Inventeurs, apparait essentiel pour leurs 
proprietes. Ces experimentations ont en outre permis de 
mettre en lumiere d'autres caracteristiques essentielles 
pour la translocation intracellulaire, et de montrer 
2 5 que : 

- la translocation intracellulaire ne necessite pas 
de recepteur specif ique, et peut done concerner tous 
les types cellulaires ; 

- la structure en alpha-helice n'intervient pas dans 
30 !a translocation intracellulaire, (mais joue sans 

doute un role dans l'adressage nucleaire) ; 

- les proprietes amphiphiles du peptide, ainsi que la 
presence d'un residu Trp apparaissent en revanche 
importantes pour la translocation. 

35 De preference, un peptide conforme a 1 ' Inven- 

tion est constitue de sequences comprenant de l a 6 
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acides amines non- hydrophobes et de 1 a 6 acides amines 
hydrophobes, reparties en alternance le long de la chaine 
peptidique . 

Selon un autre mode de realisation d'un pep- 
5 tide conforme a 1' invention, x 1# X 2 , x 4 , X 9/ X 15/ X 16/ sont 
des acides amines non -hydrophobes et X 3/ X 7 , et X 14 , sont 
des acides amines hydrophobes. Selon une disposition 
preferee de ce mode de realisation, X 14 represente le 
tryptophane ou 1 * isoleucine . 

10 Les proprietes de penetration intracellulaire 

des peptides conformes a 1' invention sont comparables a 
celles de I'helice 3 d'un peptide homeodomaine , et 
permettent leur utilisation comme vecteur d' internalisa- 
tion et d'adressage intra- cellulaire , pour introduire 

15 dans des cellules vivantes des molecules actives sur les 
fonctions cellulaires, en particulier d'autres peptides, 
ou des sequences nucleotidiques . 

Pour obtenir un adressage plus specif iquement 
cytoplasmique de la molecule active que 1 1 on souhaite 

20 introduire, on utilisera de preference un peptide con- 
forme a 1* invention dans lequel au moins 1 1 un des acides 
amines en position X 3 , X 7 , et X 14 est une proline. 

Pour la mise en oeuvre de la presente Inven- 
tion, le polypeptide ou 1 ' oligonucleotide a transporter 

25 est lie a un peptide conforme a 1' invention. 

Les produits de fusion d'un peptide conforme a 
1* invention avec une autre sequence peptidique, ou avec 
une sequence oligonucleotidique peuvent etre obtenus par 
differents moyens connus en eux-memes. Dans le cas d'un 

3 0 polypeptide on pourra utiliser par exemple par les 
techniques classiques du genie genetique, ou de la syn- 
thase peptidique. Dans le cas d'un oligonucleotide on 
utilisera par exemple la technique decrite par LEMAITRE 
et al.fProc. Natl. Acad. Sci . USA, £4, 648-652, (1987)], 

35 ou celle de MATSUEDA et al . [Chemistry Letters, 
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p. 951-952, (1978) and Int. J. of Peptide and Protein 
Research, p. 107-112 (1986)]. 

La presente Invention sera mieux comprise a 
1 ■ aide du complement de description qui va suivre, qui se 
5 refere a un exemple montrant les proprietes de differents 
peptides conformes a 1' Invention. 

II doit etre bien entendu toutefois que cet 
exemple est donne uniquement a titre d ' illustration de 
l'objet de 1 ? Invention dont il ne constitue en aucune 
10 maniere une limitation . 

EXEMPLE 

10 peptides, dont les sequences sont represen- 
tees dans la liste de sequences en annexe sous les 
numeros SEQ ID NO : 1 a SEQ ID NO : 10 ont ete synthetises. 
15 Tous ces peptides ont en outre ete pourvus a leur 
extremite N-terminale d'un bras aminopentanoique et d'une 
biotine permettant de suivre leur internalisation ; les 
peptides ainsi modifies sont representes sur les Tableaux 
I et II ci-apres. 

20 
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Leaende du Tableau I 
43-58 : Peptide helice 3° 

41-55 : Temoin : Peptide non- internalise (voir 
DEROSSI et al . , 1994) 
5 58-43 : Sequence inverse 

43-58 D : Peptide 3° helice (43-58) constitue 
d'acides amines de la serie D 

Pro50 : Peptide 43-58 avec une Proline en. 50 
(au lieu de Gin) 

10 3Pro : Peptide 43-58 avec 3 Prolines en posi- 

tions 45, 50 et 55, a la place respectivement des residus 
lie, Gin et Lys . 

Legende du Tableau II 

Met-Arg : Peptide 43-58 avec Met en 52 (au 
15 lieu de Arg) et Arg en 54 (au lieu de Met) 

7Arg : Toutes les Lysines du peptide 43-58, 
sauf celle en 4 6 sont remplacees par des Arg 

W/R : Peptide 43-58 tres modifie, consiste 
essentiellement en une succession de Trp et Arg 
20 L/R : Peptide W/R avec des Leu en place des 

Trp. 

L 1 entree de ces differents peptides dans des 
cellules en culture a ete etudiee, dans les memes condi- 
tions et en utilisant les memes protocoles que ceux 
25 decrits par DEROSSI et al . (1994, publication precitee) . 

L 1 entree des peptides dans les cellules 
nerveuses ou des fibroblastes en culture a ete examinee a 
4 et 37°C. 

L 1 entree des peptides du Tableau I a ete 
30 testee par microscopie confocale, gel d* electrophorese et 
ELISA . 

L 1 entree des peptides du Tableau II a ete 
testee uniquement par microscopie confocale ; en effet, 
1 ' absence de lysine dans ces peptides rend les fixations 
3 5 tres difficiles et demande done une observation rapide 
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incompatible avec des transferts sur filtres ou des tests 
ELISA (multiples lavages) . 

1) Internalisation a 37°C et a 4°C des peptides 43-58,58- 
43, D43-58, Pro50 et 3Pro 

5 Des cellules de cortex embryonnaire E15 ont 

ete incubees (1,1.10 cellules/ml) pendant 2h a 37°C ou a 
4°C / avec les peptides 43-58, 58-43, D43-58, Pro50 et 
3Pro, a la concentration de 44 \xM pour une guantite IX, 
ou sans peptide (puits C) . 
10 La presence des peptides dans le milieu 

d' incubation et dans les cellules apres lavage de celles- 
ci a la trypsine a ete analysee sur gel d 1 electrophorese 
SDS-PAGE 12-22% et par electrotransf ert . 

Les resultats sont illustres sur les figures 
15 1A, IB (37°C) et 2 (4°C) . 

Legende de la figure 1 : 

A : autoradiogramme des extraits cellulaires 
apres revelation par bioluminescence (LUMINOL®, 
AMERSHAM) . 

20 B : autoradiogramme des milieux d' incubation 

apres revelation par bioluminescence. 

Legende de la figure 2 ; 

Le puits SP correspond au depot sur le gel de 
l Hi de substance P. 
25 Tous les peptides du tableau l, a 1' exception 

de 41-55 sont internalises a 4 et 37°C et recuperes dans 
les cellules. Le peptide 43-58 est degrade (50% environ) 
a 37°C mais pas a 4°C. 

2) Localisation cellulaire des peptides 43-58, 51-55, 58- 
30 43, D43-58, Pro50 et 3Pro a 37°C et 4°C. 

Les cellules de cortex et striatum E15 sont 
mises en culture sur des lamelles de verre a une densite 
de 25000 cellules/cm 2 pendant 2 jours. Les peptides sont 
tous ajoutes a une concentration de 20 |iM finale. Apres 
35 2h d» incubation a 37°C, les cellules sont lavees, fixees 
et la presence de biotine est revelee par streptavidine 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



3 
5 



3 
5 

La 

n'empeche pas 



peptide 58-43, 
peptide ProSO 
peptide 41-55 . 



peptide 58-43, 
peptide ProSO 
peptide 41-55 . 
(Pro 5 0 ou 3 Pro) 
semble interferer 



f luorescente . Les sections observees en microscopie 
confocale sont presentees sur les figures 3 (37°C) et 4 
(4°C) . Les cellules ayant integre le peptide apparaissent 
f luorescentes , sur fond noir. 

Legende de la figure 3 : 
1 : peptide 43-58, 2 
peptide D43-58, 4 
peptide 3 Pro, 6 
Legende de la figure 4 : 
1 : peptide 43-58, 2 
peptide D43-58, 4 
peptide 3Pro, 6 
presence de prolines 
1 ' internalisation mais 
avec l'adressage nucleaire. L' entree des peptides testes 
est egalement observee dans les fibroblastes (non 
montre) . 

3) Dosage colorimetrique des internalisations des 
peptides 43-58, 51-55, 58-43, D43-58, ProSO, et 3Pro a 
37°C et 4°C. 

Des cellules de cortex et striatum E15 (B) ou 
E16 (A) ont ete incubees (1,1. 10 6 cellules/ml) avec les 
peptides a la concentration de 17 \xM (A) ou 44 (B) 
pour les quantites IX, ou sans peptides (9). Les cellules 
ont ete lavees au NaCl 0,5 M (A) ou a la trypsine (B) . 
Elles sont mises en culture sur plaque ELISA, fixees et 
une revelation des peptides biotinyles est faite en uti- 
lisant un substrat colore (PNPP) de la phosphatase 
alcaline couplee a la streptavidine . 

Les resultats sont illustres par les figures 



5A et 5B, 



Legende des figures 5A et 5B 



A 
B 
1 
2 



experience a 37°C 
experience a 4°C 
peptide 43-58 IX 
peptide 43-58 4X 
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15 
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25 



3 : peptide 5 8-43 IX 

4 : peptide D43-58 

5 : peptide Pro5 0 

6 : peptide 3 Pro 

7 : peptide 41-55 IX 

8 : peptide 41-55 4X, echantillon non present 

en A 

9 : pas de peptide . 

4) Internalisation a 37 °C des peptides Met-Arg, W/R et 
L/R 

Des cellules de cortex et striatum E15 sont 
mises en culture sur lamelles de verre a une densite de 
25000 cellules/cm 2 pendant 2 jours. Les peptides sont 
ajoutes ^ une concentration de 2 0 jiM finale pour le 
peptide 43-58 et de 2 [iM pour les autres et les cellules 
sont incubees 2h a 37°C. Les cellules sont lavees, fixees 
et la biotine des peptides est revelee par streptavidine- 
FITC. Les resultats sont illustres par la Figure 6. 

Legende de la figure 6 : 

1 : peptide 7 Arg 

2 : peptide Met-Arg 

3 : peptide W/R 

4 : peptide L/R. 

On observe une internalisation et un adressage 
cytoplasmique et nucleaire du Met-Arg, du 7Arg et du W/R. 
Toutefois, le peptide L/R est retrouve dans une fraction 
apparemment de type vesiculaire, probablement de 
caractere endocytique . 
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CONCLUSION 

Les resultats obtenus avec les peptides du 
Tableau I permettent de conclure que : 

- 1 ' internalisation ne necessite pas de recepteur 
5 puisque les peptides 58-43 et 43-58D sont 

internalises. Or le premier a une sequence 
differente de celle du peptide initial (meme si sa 
structure generale d'helice amphiphile est 
conservee) , et le peptide constitue d'acides 
10 amines de la serie D ne doit pas interagir avec un 

recepteur naturel compose d'acides amines de la 
serie L ; 

- la structure en helice alpha n'est pas necessaire 
puisque 1 1 introduction d'une proline et a 

15 fiortiori de 3 detruit l'helicite. Cependant on 

note que 1* addition des prolines peut interferer 
avec 1 ■ adressage nucleaire . 

En ce qui conceme les peptides du Tableau II, 
on peut conclure des resultats obtenus que : 
20 - 1 ' amphiphilicite est necessaire pour 

1 ' internalisation, mais elle n'est pas suffisante, 
dans la mesure ou le L/R n*a pas les proprietes du 
W/R 

- la presence et la position des residus Trp ont 
25 leur importance. 

Les inventeurs ayant egalement demontre 
1 1 internalisation de 1 1 homeodomaine de 

1 1 homeoproteine Engrailed, qui n'a pas le residu 
Trp en 56 (qui est remplace par un residu lie) 
30 mais a conserve celui en 48, on peut en conclure 

que seul le Trp 4 8 est important pour la 
translocation . 
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LISTE DE SEQUENCES 
(1) INFORMATIONS GENERALES : 
(i) D EPOS ANT : 

(A) NOM: CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE 

- C.N.R.S. 
<B) RUE: 3, RUE MICHEL ANGE 
(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 757 94 CEDEX 16 

(A) NOM: CHASSAING GERARD 

(B) RUE: 11, PLACE SOUHAM 
<C) VILLE: PARIS 

( E ) PAYS : FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75013 

(A) NOM: PROCHIANTZ ALAIN 

(B) RUE: 8, RUE MARIE- PAPE CARPENTIER 

(C) VILLE: PARIS 
(E) PAYS: FRANCE 

(F> CODE POSTAL: 75006 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: PEPTIDES UTILISABLES COMME VECTEURS POUR 
L * ADRESSAGE INTRACELLULAIRE DE MOLECULES ACTIVES. 

(iii) N OMBRE DE SEQUENCES: 10 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D* EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 

(vi) DONNEES DE LA DEMANDE ANTERIEURE: 

(A) NUMERO DE LA DEMANDE: FR 95 11714 

(B) DATE DE DEPOT: 05-OCT-1995 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 acides amines 

(B) TYPE: acide amine" 

(C) NOMBRE DE BRINS : 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

Arg Gin lie Lys lie Trp Phe Gin Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys 
1 5 10 15 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 15 acides amines 

(B) TYPE: acide amin§ 

(C) N OMBRE DE BRINS : 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Thr Glu Arg Gin lie Lys lie Trp Phe Gin Asn Arg Arg Met Lys 
15 10 15 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 acides amines 

(B) TYPE: acide amin£ 

(C) N OMBRE DE BRINS: 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

Lys Lys Trp Lys Met Arg Arg Asn Gin Phe Trp lie Lys lie Gin Arg 
15 10 15 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 acides amines 

(B) TYPE: acide amin€ 

(C) N OMBRE DE BRINS: 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: Peptide 

(B) EMPLACEMENT: 1. .16 

(D) AUTRE S INFORMATIONS : / product = "Acides amines de la 
serie D* 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

Arg. Gin lie Lys lie Trp Phe Gin Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys 
15 10 15 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO; 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 16 acides amines 
<B) TYPE: acide amine 

(C) N OMBRE DE BRINS : 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 5: 

Arg Gin He Lys He Trp Phe Pro Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys 
15 10 15 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 acides amines 

(B) TYPE: acide amine" 

(C) N OMBRE DE BRINS: 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : peptide 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

Arg Gin Pro Lys He Trp Phe Pro Asn Arg Arg Lys Pro Trp Lys Lys 
15 10 15 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR; 16 acides amines 
<B) TYPE: acide amine 

(C) N OMBRE DE BRINS: 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7 : 

Arg Gin He Lys He Trp Phe Gin Asn Met Arg Arg Lys Trp Lys Lys 
15 10 15 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 acides amines 

(B) TYPE : acide amine* 

(C) NOMBRE DE BRINS : 

(D) CONFIGURATION: linSaire 

< ii ) TYPE DE MOLECULE: peptide 

<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 

Arg Gin lie Lys lie Trp Phe Gin Asn Arg Arg Mec Arg Trp Arg Arg 
15 10 15 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

<i> CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 acides amines 

(B) TYPE: acide amine" 

(C) NOMBRE DE BRINS: 

(D) CONFIGURATION: linSaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

Arg Arg Trp Arg Arg Trp Trp Arg Arg Trp Trp Arg Arg Trp Arg Arg 
15 10 15 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 acides amines 

(B) TYPE : acide amine* 
<C> NOMBRE DE BRINS: 

<D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

Arg Leu Arg Arg Leu Leu Arg Arg Leu Leu Arg Arg Leu Arg Arg 
15 10 15 
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RE VEND I CAT I ONS 

1) Peptide repondant a 1 1 une des sequences (I) 
ou (la) suivantes : 

NH 2 

5 X 1 -X 2 -X 3 -X 4 -X S -X 6 -X 7 -X 8 -X 9 -X 10 -X 11 -X 12 -X 13 -X 14 -X 1S -X 16 (I) 

Xi6-X 15 -X 14 -X 13 -X 12 -X 11 -X 10 -X 9 -X 8 -X 7 -X 6 -X s -X 4 -X 3 -X 2 -X 1 (la) 

COOH 

OU X x , X 2 , X 3/ X 4/ X 5/ X 6 , X 7 , X 8 , X 9/ X 10/ x llf x 12 , x 13 , x 14 , 
x is* X 16 representent chacun un acide a-amine, lequel 

10 peptide est caracterise en ce qu'il comprend entre 6 et 
10 acides amines hydrophobes, et en ce que X 6 represente 
le tryptophane, a 1' exception des peptides suivants : 
- le peptide dont la sequence est representee dans la 
liste de sequences en annexe sous le numero SEQ ID NO : 1 ; 

15 - les peptides dans lesquels X3 et X5 representent chacun 
un residu valine. 

2) Peptide selon la revendication 1, cacterise 
en ce qu'il comprend 6 acides amines hydrophobes et 10 
acides amines non- hydrophobes . 

20 3) Peptide selon une quelconque des revendica- 

tions 1 ou 2, caracterise en ce qu'il est constitue de 
sequences comprenant de 1 a 6 acides amines non- 
hydrophobes et de l a 6 acides amines hydrophobes, 
reparties en alternance le long de la chaine peptidique. 

25 4) Peptide selon une quelconque des revendica- 

tions 1 a 3, caracterise en ce que X Xi X 2/ X 4 , X 9 , X 15 , X 16 , 
sont des acides amines non- hydrophobes et X 3/ X 7 , et X 14 , 
sont des acides amines hydrophobes. 

5) Peptide selon la revendication 4, caracte- 
3 0 rise en ce que X 14 represente le tryptophane ou 

1 1 isoleucine . 

6) Utilisation d'un peptide selon une 
quelconque des revendications 1 a 5, pour introduire dans 
des cellules vivantes une molecule active sur les fonc- 

35 tions cellulaires . 
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7) Utilisation selon la revendiction 6, carac- 
terisee en ce que la molecule active sur les fonctions 
cellulaires est un peptide 

8 ) Utilisation selon la revendiction 6 , carac- 
5 terisee en ce que la molecule active sur les fonctions 

cellulaires est une sequence nucleotidique . 

9) Utilisation selon une quelconque des reven- 
dications 6 a 8, caracterisee en ce que 1 1 on utilise un 
peptide de formule I dans lequel au moins 1 1 un des acides 

10 amines en position X 3 , X 7 , et X 14 est une proline. 
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FIGURE 2 
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FIGURE 5 

A 2n 
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"O* document sc refer ant a une divulgation or ale, a un usage, a 

une exposition ou Lous autres mo yens 
"P" document pub be avant la date de depot international, rruus 

posteneuntment a la date de pnonte revendiquee 



document ulteneur publie apres la date dc depot international ou la 
date dc pnonte et n'appartenenant pas a l etat dc la 
technique pertinent, mais ate pour comprendre le pnncipe 
ou la tneone constituam la base dc 1' invention 

document parti eulierement pertinent; ('invention revendiquee ne peut 
etre conadcrce commc nouvelle ou commc unpb quant unc acovite 
inventive par rapport au document considere isolcmcnt 
document paruculicrcmcnl pertinent; I'm vena on revendiquee 
ne peut etrc consideree commc imp la quant une acovite invcnQve 
lorsquc le document est assoae a un ou plusieurs autres 
documents de memc nature, cette comfcnnaison etant evident* 
pour une personnc du metier 

document qui fait parue dc la mcme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche Internationale a etc cffccuvcmenl achevec 



4 Fevrier 1997 
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Invariable. Cec1 rend une recherche complete Impossible pour 
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composes des Tableaux 1 et 2. 

Recherche Incomplete 

Revendl cations ayant fait l'objet de recherches Incompletes: 1-9 
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n< 'lim it mternauoruUe n* 
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Cadre I Observations - lorsqu'il a etc estime que certaiae* revemiicauoas ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche 
(suite du point I dc la premiere feuilte) 



Conforrnement a larucsc \72)i), ccrtaincs revendicaiionj n'ont pas Tajt I'objet d une recherche pour les motifs sutvsnts: 

1 ■ 1 X | Les revcndicaxions n °* 

se rspportcnt a un objet a 1'cgard duquei I' administration n est psi lenut de procedtr i U recherche, a. savoir 

voir annex s.v.p. 



2. | 1 Les revendicauons n °* 

sc rapponeni a des parties dc la demands Internationale qui ne remplissent pas sufruamrnent les conditions prescntes pour 
qu'une re cherch e ngruftcsuvc puisse etre effectuee, en parucuuer: 



3. | 1 Les re vi ndica tions n °* 

tont des revendicauons dependantes et ne torn pas redigees oonfoi 
: phrases dc la regie 6 A.m.). 



i n i t n i t m aux disposition* de la deuskme ct de la 



Cadre II ObsenratioRs - lorsqu'il y a 



d'uaite de ('invention (suite du point 2 de la premiere feuiUe) 



L'adrrunmration charge* de la r echer che intemationalc a trouvc plusicurs invenuons dans la demands internauonalc, a s avoir: 



1. | 1 Comme toutes les taxes addiuormeiles ont etc payees dans les delais par le deposant. le present rapport de recherche 
internauonak porte rur toutes les revendicauons pouvant faire I'objet d une recherche. 



Comme toutes les recherches poriant iut let revemtteations qui s'y pretaieni ont pu ctre eiTeetuees sans effort particulicr 
jutuiiant une (axe addiuonnclk, l admintstrauon n a soUidte le patement d'aucune taxc de cetxc nature. 



3. 



( 1 Comme une partie seulement des taxes addittonnciles demandecs a etc payee dans les delais par le deposant, le present 
rapport de recherche tntcrnationaie ne ports que rur les revendications pour iesquelles les taxes ont etc payees, a savoir 
les revendjeauons rf*: 



4. 



Aucunc taxe additionncUe demandec n'a etc payee dans les delais par le deposant. En consequence. Ic present rapport 
1 ' dc recherche intcrnauonaie ne porte que sur I'tnvenuon menuonnee en premier lieu dans les revendicauons; cllc est 
couvertes par les revendjeauons n<": 



quant a la i 



[ | Les taxes addiuonneues ctaicnt accompagnecs d une reserve dc la part du deposant. 
| | Le paiemem des taxes addiuonnelles netaii ass or u d'aucune reserve. 



Formutaire PCT7tSA/2lO (suite dr la pr 



: feuille (I)) (JuiUet 1992) 
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